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RESUMO 

Os óxidos metálicos, como óxido de zinco (ZnO) são utilizados como agentes 
antimicrobianos inorgânicos frente à grande diversidade de microrganismos. Devido ao 
tamanho reduzido, as nanopartículas (NP) de ZnO são promissoras para combater infecções, 
uma vez que a diminuição do tamanho da partícula pode resultar em melhor atividade 
antimicrobiana, pois por terem tamanho menor, as NP podem com maior facilidade 
penetrarem na membrana ou induzir a maiores produções de espécies reativas de oxigênio 
(ERO). O objetivo desse trabalho foi desenvolver suspensões e pós de nanopartículas de ZnO 
com tamanho e superfície controladas, com a finalidade de avaliar a influência do tamanho e 
da modificação de superfície na atividade antimicrobiana do ZnO frente às bactérias 
Staphylococcus aureus e Escherichia coli e levedura Cândida albicans. As NP de ZnO foram 
preparadas pelo processo sol-gel de acordo com a metodologia proposta por Spanhel e 
Anderson (1991) com modificação da razão de hidrólise para controle do tamanho das NP 
seguida da adição de (3-Glycidyloxypropyl)trimethoxysilane (GPTMS), como modificador de 
superfície. Os nanomateriais obtidos foram caracterizados por diferentes técnicas: difração de 
raios X (DRX); espectroscopia na região do ultravioleta-visível (UV-vis), espalhamento de 
raios X à baixo ângulo (SAXS); espalhamento de raios X a alto ângulo (WAXS); análise 
termogravimétrica (TG); microscopia eletrônica de transmissão (MET); Espectroscopia de 
raios X por dispersão de energia (EDS) e potencial zeta. Com a técnica de DRX 
comprovamos a obtenção de NP de ZnO na fase wurtizita sendo possível o cálculo do 
tamanho do cristalito para as diferentes       amostras utilizadas no estudo. Com a técnica de 
UV-vis identificamos o comprimento de onda limite, dessa forma foi possível calcular o raio 
médio das NP que foi de 2,9 nm e 5,4 nm para as NP submetidas a 3 e 24 horas de reação, 
respectivamente. Ainda através desta técnica foi possível provar alta estabilidade das NP. A 
temperatura de 600 °C foi selecionada por TG com finalidade de tratar termicamente as NP de 
ZnO na ordem de 5 nm resultando no aumento do seu tamanho, dessa forma, DRX foi 
utilizado para calcular o tamanho das NP, que passou a ser na ordem de 30 nm. De acordo 
com SAXS foi possível obter informações de tamanho, estrutura e crescimento das NP de 
ZnO, sendo que apresentaram em geral tamanho na ordem de 5 nm. O potencial zeta mostrou 
estabilidade das NP de ZnO dispersas em água a pH alcalino. A MET mostrou partículas 
relativamente esféricas com tamanho predominante de 5 nm. Assim, as diferentes técnicas 
utilizadas para avaliar o tamanho das NP apresentaram grande concordância entre si.  Os 
dados de EDS provaram que as NP de ZnO modificadas apresentam alto grau de pureza. A 
avaliação da atividade antimicrobiana das NP de ZnO foi realizada pelos métodos de 
Concentração Inibitória Mínima (CIM), Concentração Bactericida Mínima (CBM) e 
Concentração Fungicida mínima (CFM), frente à Staplylococcus aureus, Escherichia coli e 
Candida albicans e Microscopia eletrônica de Varredura (MEV) em Staplylococcus aureus. 
As NP de ZnO mostraram melhor atividade frente a Staphylococcus aureus. Foram 
comparados os diferentes tamanhos das NP de ZnO em relação ao seu efeito antibacteriano 
sendo que as NP de ZnO de 5 nm foram mais eficazes para combater o crescimento 
microbiano do que as NP de 30 nm. A formação de buracos na estrutura de contorno de 
S.aureus foi evidenciada com a técnica de MEV após contato das bactérias com NP de ZnO. 
Os testes de citotoxicidade mostraram que as NP de ZnO não ocasionaram perda da 
viabilidade celular em linhagem celular de queratinócitos humanos (HaCat), dessa forma o 
material desenvolvido apresentou grande potencial para uso como antimicrobiano. 

Palavras-chaves: Nanopartículas. ZnO. Staphylococcus aureus. Escherichia coli. 
Concentração Inibitória Mínima. Caracterização físico-química. 



 
 
 

 

 

ABSTRACT 

Metal oxides such as zinc oxide (ZnO) are used as inorganic antimicrobial agents against 
great diversity of microorganisms. Due the reduced size, ZnO nanoparticles (NP) are 
promising to combat infections, since the decrease in particle size may result in better 
antimicrobial activity, because of their smaller sizes, NP can more easily penetrate the 
membrane or induce a greater production of reactive oxygen species (ROS). The aim of this 
work was to develop suspensions and powders of ZnO nanoparticles with controlled size and 
surface, in order to evaluate the influence of size and surface modification on ZnO 
antimicrobial activity against bacteria Staphylococcus aureus and Escherichia coli and yeast 
Candida albicans. The ZnO NP were prepared by the sol-gel process according to the 
methodology proposed by Spanhel and Anderson (1991) with hydrolysis ratio  modification 
for NP size control followed by the addition of (3-Glycidyloxypropyl) trimethoxysilane 
(GPTMS) as surface modifier. The nanomaterials obtained were characterized by different 
techniques: X-ray diffraction (XRD); Ultraviolet-visible spectroscopy (UV-vis); small angle 
light scattering (SAXS); high angle light scattering (WAXS); thermogravimetric analysis 
(TG); Transmission electron microscopy (TEM); energy dispersive spectroscopy (EDS) and 
zeta potential. With the XRD technique, we verified the obtaining of ZnO NP in the wurtizite 
phase and it was possible to calculate the crystallite size for the different samples used in the 
study. With the UV-vis technique we identified the limit wavelength, so it was possible to 
calculate the mean radius of the NP that was of 2,9 nm and 5,4 nm for the NP submitted to 3 
and 24 hours of reaction, respectively and through this technique it was possible to prove high 
NP stability. The temperature of 600 ° C was selected by TG with the purpose of thermally 
treating the ZnO NP size in order about of 5 nm resulting in the increase of its size, thus, 
XRD was used to calculate the size of NP, which became in the order of 30 nm. According to 
SAXS, it was possible to obtain information on size, structure and growth of ZnO NP, with 
size of 5 nm in general. The zeta potential showed stability of the ZnO NP dispersed in water 
at alkaline pH. The MET showed spherical particles with a predominant size of 5 nm. Thus, 
the different techniques used to evaluate the NP size presented great agreement among 
themselves. The EDS data proved that the modified ZnO NP are high purity. The 
antimicrobial activity was performed by the Minimum Inhibitory Concentration (MIC), 
Minimum Bactericidal Concentration (CBM) and Minimum Fungicide Concentration (CFM) 
methods against Staplylococcus aureus, Escherichia coli and Candida albicans and Scanning 
Electron Microscopy (SEM) in Staplylococcus aureus. The ZnO NP showed better activity 
against Staphylococcus aureus. The different sizes of ZnO NP were compared to their 
antibacterial effect, and the 5nm ZnO NP 30nm ZnO NP. The formation of holes in the 
contour structure of S. aureus was evidenced with SEM technique after contact of the bacteria 
with ZnO NP. Cytotoxicity tests showed that ZnO NP did not cause loss of cell viability in in 
human keratinocyte cell line (HaCat), so the developed material presented great potential for 
use as an antimicrobial. 

Keywords: Nanoparticles. ZnO. Staphylococcus aureus. Escherichia coli. Minimal Inhibitory 
Concentration. Physico-chemical characterization. 
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Bruna Lallo da Silva  

1. INTRODUÇÃO 

O aumento da resistência dos microrganismos aos antimicrobianos comerciais é uma 

preocupação mundial. Por esse motivo, a resistência microbiana é abordada com o intuito de 

desenvolver novos sistemas capazes de combater infecções. O uso indevido de antibióticos 

resultou na seleção de cepas bacterianas resistentes  (LEUNG et al., 2012) uma vez que as 

bactérias podem gerar respostas adaptativas por meio de mutações genéticas ou transferências 

horizontais de elementos de resistência de bactéria para bactéria (DEREWACZ et al., 2013). 

Da mesma forma, o uso prolongado e intenso de antifúngicos levou à diminuição da 

sensibilidade aos antifúngicos utilizados para combater infecções, bem como ao aumento de 

cepas resistentes  (BADDIE; ALBORZI, 2011). 

Em muitas infecções há a presença de cepas resistentes a praticamente todos os 

antibióticos utilizados para combatê-las. Por exemplo, bactéria Staphylococcus aureus, que 

comumente está presente em infecções pós cirúrgicas em tecidos moles e pneumonia 

(JESLINE et al., 2014), pode ser resistente até mesmo à Meticilina e outros betalactâmicos 

(RAI, 2013). 

É crescente o aumento da virulência de bactérias comensais, principalmente a 

Escherichia coli, e como consequência, aumentou-se a fixação, invasão e persistência celular 

na mucosa intestinal (SARTOR, 2008). Nesse sentido, as bactérias intestinais podem acarretar 

inflamações intestinais crônicas (SWISINSKI et al., 2002).  

Na maioria das vezes os fungos são encontrados como saprófitos e não acarretam 

danos à saúde humana, em contrapartida, algumas micoses oportunistas causam infecções em 

indivíduos com resistência imunológica baixa, como é o caso da Candida albicans, presente 

em vaginites e em infecções orais (FAKHROUEIAN et al., 2014). A candidíase sistêmica é 

uma infecção invasiva que acomete pacientes pós-cirúrgicos internados por tempo prolongado 

durante a neutropenia ou após realização de transplantes, podendo causar a morte em 

pacientes imunocomprometidos (BADDIE; ALBORZI, 2011). 

Entre as alternativas para combater infecções, encontra-se o uso de agentes 

antimicrobianos inorgânicos, já que estes possuem algumas vantagens em relação aos 

antimicrobianos orgânicos, como menor toxicidade, longa durabilidade, menor resistência 

microbiana e boa seletividade (RANA et al., 2006; PADMAVATHY; VIJAYARAGHAVAN, 

2016).  
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O óxido de zinco (ZnO) é utilizado em diferentes áreas para controlar o crescimento 

microbiano (FIROUZABADI et al., 2014) de grande diversidade de microrganismos, tais 

como: Staphylococcus aureus (RAGHUPATHI et al., 2011; RAI, 2013; MANOHARAN et 

al., 2015), Escherichia coli (IRELAND et al., 1993; LIU et al., 2009; LEUNG et al., 2012) e 

Candida albicans (JANAKI et al., 2015; PASQUET et al., 2015).  

Embora o ZnO seja utilizado como agente antimicrobiano em produtos farmacêuticos 

e cosméticos, a diminuição do tamanho da partícula para ordem nanométrica pode causar 

mudanças em suas propriedades químicas, elétricas e óticas, o que torna capaz de promover 

novas aplicações (AHMAD; ZHU, 2011). 

Os avanços em nanotecnologia permitiram obter partículas de distintas formas e 

tamanhos e com grande área de superfície em relação ao volume, possibilitando a interação 

com células microbianas, o que acarretou no desenvolvimento de novos agentes biocidas 

(DURAIRAJ et al., 2015 ). Dessa forma, o uso de NP pode ser uma alternativa para 

minimizar os casos de resistência microbiana e promover menor toxicidade (RAI, 2013). 

Além disso, quando o tamanho do ZnO é reduzido para nanoescala, sua atividade 

antimicrobiana pode ser aumentada (SIRELKHATIM et al.; 2015). 

Entre as propriedades das NP de ZnO que podem influenciar no seu efeito 

antimicrobiano, destaca-se o tamanho da partícula. Dessa forma, alguns estudos abordaram 

esse tema como o desenvolvido por Raghupathi e colaboradores, (2011), mostrando que as 

partículas que apresentaram menor tamanho (12 nm) possuíram melhor atividade em relação 

às maiores. Pasquet e colaboradores (2014) também avaliaram a atividade antimicrobiana de 

NP de ZnO dependente do tamanho da partícula, sendo que os resultados também mostraram 

que a menor partícula de 14,7 nm foi mais efetiva para combater o crescimento microbiano do 

que as maiores. F É importante ressaltar que nesses estudos não foram avaliados a atividade 

antimicrobiana de NP de ZnO menores de 10 nm. 

Entre as formas de sintetizar NP de ZnO, o método sol-gel, desenvolvido por Spanhel 

e Anderson, 1991 é promissor, uma vez que permite o uso de temperaturas amenas e dá 

origem a pequenos cristalitos. No entanto, essa síntese, resulta em NP de ZnO instáveis em 

água, o que limita seu uso biológico. Nos últimos anos, como alternativa para melhorar a 

estabilidade e permitir a dispersão em meios aquosos das NP de ZnO, tem-se usado 

modificadores de superfície (GHASEMI et al., 2009; GULIA; KAKKAR, 2013). Vale 

ressaltar que há grande importância no uso dos modificadores de superfície em NP de ZnO 
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para a aplicação como agente antimicrobiano, uma vez que os testes de atividade 

antimicrobiana são realizados comumente em meios aquosos ou de cultura celular 

(SIRELKHATIM et al.; 2015). 

Entre os modificadores de superfície utilizados, os organosilanos destacam-se, pois 

possuem baixa toxicidade e ligam-se de forma covalente à superfície hidroxilada das NP, 

criando uma barreira de proteção do núcleo contra a água, permitindo também a dispersão das 

NP de ZnO em meios aquosos. Jana e colaboradores, (2007) revestiram diferentes NP (Au, 

Au, Ag, Fe3O4, and ZnS-CdSe) com modificadores de superfície a base de silanos, obtendo 

resultados positivos quanto a estabilidade em água das NP produzidas. Aboulaich e 

colaboradores, (2012) realizaram a funcionalização de pontos quânticos (PQ) de ZnO com 

(poly)aminotrimethoxylsilanos. Os resultados mostraram que os PQ desenvolvidos 

apresentaram boa bioviabilidade, alto rendimento quântico e fotoluminescência em água, 

além disso, os PQ de ZnO revestidos com silanos tiveram boa estabilidade coloidal, mantendo 

suas propriedades óticas por 14 dias enquanto dispersos em água. (JANA et al., 2007; 

ABOULAICH et al., 2012).  

Pesquisadores vem explorado o potencial de aplicar modificadores de superfície como 

os organosilanos em NP de ZnO para avaliar o efeito antimicrobiano, como abordado por 

Čepin e colaboradores, (2015), que avaliaram diferentes modificadores de superfície a base de 

silanos na atividade antibacteriana de NP de ZnO frente à E.coli e S.aureus mostrando 

resultados positivos em todos os modificadores testados. As NP de ZnO modificadas inibiram 

completamente o crescimento bacteriano na concentração de 0.125 g/L, apresentando 

inclusive melhoria na atividade antimicrobiana em relação às NP de ZnO sem modificação.  

O uso do (3-Glycidyloxypropyl)trimethoxysilane (GPTMS) foi abordado em tese de 

doutorado do nosso grupo de pesquisa. Nesse trabalho, o GPTMS foi aplicado como 

modificador de superfície de PQ de ZnO com o intuito de aplica-los para o diagnóstico e 

vetorização de fármacos. Os resultados apresentados mostraram que a modificação de 

superfície pelo GPTMS permitiu a dispersão dos PQ de ZnO em água, melhorando a sua 

estabilidade e aumentando o rendimento fotoluminescente o que beneficia a utilização dos PQ 

de ZnO em diversas aplicações, como por exemplo, o uso destes como sondas biológicas 

(RISSI et al., 2017). 

Para a finalidade na atividade antimicrobiana de NP de ZnO, o uso do GPTMS foi 

encontrado em um único trabalho, desenvolvido por Farouk e colaboradores, (2014), o qual 
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abordou a sua aplicação em tecidos com propriedade antimicrobiana para industrias texteis. 

Os resultados mostraram que as NP de ZnO com distribuição de tamanho de 30-60 nm 

possuíram melhor atividade antimicrobiana contra E. coli do que as NP de ZnO de tamanhos 

maiores.  

O presente trabalho mostra alta relevância, pois obteve NP de ZnO de diferentes 

tamanhos, inclusive menores que 10 nm, com finalidade de estudar o efeito do tamanho e da 

modificação de superfície com GPTMS em relação à atividade antimicrobiana desse material. 

Além disso, a modificação de superfície é altamente importante para promover estabilidade 

em água das NP de ZnO. A influência do tamanho das NP de ZnO em suas propriedades 

antimicrobianas bem como o uso do GPTMS como modificador de superfície foi reportado 

previamente por pesquisadores (FAROUK et al., 2014), no entanto não há estudos que 

correlacionam o efeito antimicrobiano de NP de ZnO modificadas com GPTMS menores de 

30 nm e embora haja trabalhos avaliando a influência do tamanho das NP de ZnO em sua 

atividade antimicrobiana, estudos que correlacionam esse aspecto para NP de ZnO menores 

de 10 nm são escassos.  
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  6. CONCLUSÃO 

As nanopartículas de ZnO foram sintetizadas em temperaturas amenas pelo método 

sol-gel e modificadas com GPTMS, tornando-as hidrofílicas, possibilitando a dispersão em 

água. Pode-se comprovar a obtenção de NP de ZnO através das técnicas de UV-vis e DRX, 

sendo que o ZnO se encontra em sua fase hexagonal com estrutura wurtizita. A análise 

termogravimétrica permitiu a seleção da temperatura de 600°C para tratar termicamente as 

nanopartículas com e sem GPTMS.  

O tamanho das NP de ZnO foi avaliado por diferentes técnicas, as quais apresentaram 

grande concordância entre si. A espectroscopia na região do UV-vis possibilitou o cálculo do 

raio das NP pelo modelo matemático proposto por Brus. Com a técnica de SAXS, foi possível 

obter informações de tamanho, estrutura e crescimento das NP de ZnO. De acordo com os 

dados apresentados por DRX e de espalhamento de raios X a alto ângulo WAXS foi possível 

calcular o tamanho dos cristalitos pela fórmula de Scherrer. A microscopia eletrônica de 
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transmissão (MET) mostrou partículas com morfologias relativamente esféricas e possibilitou 

avaliar a distribuição de tamanho das nanopartículas de ZnO. 

O tempo de reação da síntese sol-gel não acarretou diferenças significativas no 

tamanho da partícula, no entanto, as nanopartículas tratadas termicamente, com temperatura 

de 600°C, apresentaram acentuado crescimento em relação àquelas que não foram tratadas 

termicamente, por exemplo, de acordo com o DRX, ZnO_GPTMS_3h apresentou tamanho na 

ordem de 5,2 nm e ZnO_3h de 4,5 nm, enquanto ZnO_GPTMS_3h_mufla de 21,20 nm e 

ZnO_3h_mufla de 33,93 nm.  

As NP de ZnO são mais eficazes em combater S.aureus do que E.coli, sendo que a 

atividade antimbacteriana em S.aureus está relacionada com danos à estrutura celular por 

meio de “buracos” foramados nas estruturas de contorno, com lise celular e extravasamento 

de conteúdos celulares.   

As NP menores apresentaram melhor atividade antibacteriana do que as NP de ZnO de 

tamanhos maiores. As NP maiores tiveram efeito bacteriostático, enquanto as menores, 

bactericida, o que comprova que a excelência na atividade de NP de ZnO em S. aureus e 

E.coli foi altamente dependente do tamanho da partícula, inclusive mudando o mecanismo de 

ação.  

As NP de ZnO sintetizadas na ordem de 5 nm e modificadas com GPTMS apresentam 

alto potencial de aplicação como agente antibacteriano, já que pequenas concentrações 

tiveram efeito bactericida em S.aureus, com danos à sua estrutura celular. Além disso, não foi 

observado perda da viabilidade celular em linhagem celular de queratinócitos humanos 

(HaCat), o que evidencia que as NP de ZnO apresentam toxicidade para bactérias e não para a 

linhagem de células humanas testada. A modificação de superfície de NP de ZnO pelo uso do 

GPTMS torna sua aplicação biológica muito mais fácil e sua excelente atividade 

antibacteriana, somada com a toxicidade seletiva em bactérias, aumenta ainda mais o 

potencial de uso das NP de ZnO como agente antibacteriano.  
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